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摘要 : 苏 化 激素 是 调节 昆虫 表皮 骨 化 和 翅膀 发 育 的 一 种 神经 激素 , 尽管 已 经 在 许多 不 同 种 昆虫 上 克隆 了 又 化 激素 
基因 , 但 是 关于 小 沫 蛾 Plutella xylostella 又 化 激素 及 其 基因 的 研究 至 今 未 见报 道 。 本 研究 克隆 了 两 个 小 菜 蛾 语 化 
激素 基因 Pxbursa 和 PxbursB (GenBank 登录 号 分 别 为 KF498645 和 KF498646 ) 全 长 cDNA, 其 序列 长 度 分 别 为 537 bp 
和 360 bp, 与 已 报道 的 其 他 昆虫 的 葆 化 激素 氨基 酸 序列 一 致 性 分 别 为 51%~68% 和 37%~57% 。 实 时 定量 PCR 分 
析 发 现 Pxbursa 和 PxbursB 均 在 晴 期 表达 量 高 ,而 在 幼虫 期 和 成 虫 期 的 表达 量 低 。 以 Pxbursa 部 分 序列 的 双 链 RNA 
(dsRNA) f] SEHK 4 龄 末期 幼虫 , 发 现 晴 期 Pxbursa 的 表达 受到 了 显 车 抑制 ,小 荣 蛾 的 发 育 停 沛 在 晴 期 而 无 法 
正常 羽化 , 并 最 终 死 亡 。 由 此 推测 小菜 蛾 又 化 激素 基因 在 肾 期 的 大 量 表达 对 其 生长 发 育 和 羽化 具有 重要 的 
作用 。 
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Cloning and functional analysis of bursicon genes in the diamondback 


moth, Plutella xylostella (Lepidoptera. Plutellidae ) 

MA Xiao-Li’”, HE Wei-Yi'^, YOU Yan-Chun'^, LI Xiao-Jing’*, XU Xiu-Feng ^, HU Yu-Lan’”, 
YANG Guang ^", YOU Min-Sheng ^" (1. Institute of Applied Ecology, Fujian Agriculture and 
Forestry University, Fuzhou 350002, China; 2. Key Laboratory of Integrated Pest Management for 
Fujian-Taiwan Crops, Ministry of Agriculture, Fuzhou 350002, China) 

Abstract. Bursicon is a neurohormone that regulates cuticle sclerotization ( tanning and hardening) and 
the wing expansion processes in insects. Although bursicon genes have been well characterized from 
several insect species or predicted from insect genomes, bursicon and its genes in the diamondback moth 
(DBM), Plutella xylostella , remain poorly understood. In this study, two bursicon genes, Pxbursa and 
PxbursB (GenBank accession numbers; KF498645 and KF498646, respectively) , were cloned from P. 
xylostella with the full-length cDNA of 537 bp and 360 bp, respectively. The nucleotide sequence 
identities of Pxbursa and PxbursB with the bursicon genes from other insect species range from 51% to 
68% , and 37% to 57% , respectively. Based on qRT-PCR results, we found that bursicon genes were 
expressed at a higher level in pupae, but at lower levels in larvae and adults. When the 4th-instar larvae 
were fed with double-stranded RNA of Pxbursa, the expression of Pxbursa in pupae subsequently 
declined significantly. Thus, the development of pupae was seriously delayed, and pupae died before 
eclosion. We inferred that higher level expression of Pxburs genes in pupae might play a key role in the 
metamorphosis and wing expansion of P. xylostella. 
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PA eve DERRY PA SATLAL SRM, 首次 发 现 了 昆虫 
种 神经 激素 。 最 早 ，Cottrell 将 初 羽化 红头 苍蝇 。 了 血 淋巴 的 表皮 肯 化 生理 机 能 (Cottrell，1962; 
Calliphora erythrocephala 贷 部 结扎 , 然后 注射 初 羽 化 Fraenkel and Hsiao, 1963) 。 基 于 这 个 发 现 , 研究 者 
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AER EP TG ZAR ER B TG GI PE EL 1C EA] 
一 种 激素 ， Jf Hm N WR 1E CR (Fraenkel and 
Hsiao, 1965) 。 近 年 来 的 研究 显示 ,又 化 激素 基因 
突变 体 导 致 黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster 以 及 家 
di Bombyx mori 都 出 现 翅膀 伸展 行为 方面 的 缺陷 
( Dewey et al., 2004; Huang et al., 2007) , XRH Re 
TER BES Y UI A FERRE hE 
昆虫 非常 重要 的 组 成 部 分 : 表皮 能 为 昆虫 阻挡 外 界 
的 病原 微生物 的 入 侵 并 在 一 定 程 度 上 防止 机 械 损 
fi; 翅膀 是 昆 忠 迁 飞 、 求 偶 等 行为 所 必须 的 。 又 化 
激素 缺失 所 导致 的 昆虫 生理 缺陷 ,为 一 些 迁 飞 类 型 
农业 害虫 的 防治 提供 了 新 的 思路 。 

转化 激 系 基 因 已 经 在 许多 昆虫 中 死 隆 得 到 , El 
ja EH H. SSH. AHA. $593 AAMA H Eb Ui 
等 ( Huang et al., 2007; Robertson et al., 2007; 
Wang, 2008; An et al., 2008; Natzle et al., 2008; 
Loveall and Deitcher, 2010; Andersen, 2010, 2011), 
但 是 关于 小 荣 蛾 Plutella xylostella 县 化 激素 的 研究 
至 今 未 见报 道 。 我 们 在 已 获得 的 转录 组 和 基因 组 数 
据 的 基础 上 (He et al., 2012; You et al., 2013), Ail 
FA 5 fI3' cDNA 末端 快速 扩 增 技术 (RACE ) wE T 
2 PDS RELA R FURA Pxbursa 和 PxbursB , 
同时 利用 实时 定量 PCR ( qRT-PCR ) 技术 人 研究 了 
Pxbursa 和 PxbursB 在 小 六 蛾 不 同 发 育 阶 段 的 表达 


水 平 。 通 过 体外 转录 合成 Pxbursa 基因 的 双 链 RNA 
(dsRNA) , 进一步 证 实 了 小 亲 蛾 缀 化 激 率 基因 在 肾 
期 的 大 量 表 达 与 其 表皮 黑 化 和 正常 羽化 密切 相关 。 


1 材料 与 万 法 


1.1 BtiX FE H 

本 人 研究 在 温度 26 +1Y、 相 对 湿度 80% 、 光 周 
期 为 16L:8D HAFEZ, RAS BARD SR 
感 品系 。 该 敏感 品系 于 2004 年 采 目 福州 市 郊区 新 
店 镇 沫 地 (26. 08*N, 119. 28*E) ,经 过 连续 多 年 的 
继 代 培养 。 

1.2 小 菜 蛾 轰 化 激素 基因 克隆 

用 Trizol APE BUD SEHR RNA, 反 转 录 分 
别 合 成 5'-RACE-Ready cDNA 和 3’-RACE-Ready 
cDNA。 根 据 小 羔 蛾 转录 组 数据 中 已 知 的 小 菜 蛾 辐 
化 激素 基因 的 序列 信息 , 利用 软件 DNAMAN 和 
Primer Premier 5. 0 设计 引物 ( 表 1), 引物 由 上 海 
Invitrogen 公司 合成 。 

分 别 以 5'-RACE-Ready cDNA 和 3'-RACE- 
Ready cDNA 为 模板 ,以 已 设计 的 基因 特异 引物 1 
和 试剂 盒 中 提供 的 UPM 引物 组 成 配对 引物 ， 进行 
Touchdown PCR 反应 ; 反应 体系 如 下 : PCR Mixture 
12.5 uL, 10 pmolL 引 物 11.04nL,10 pmol/L 


表 1 小 菜 蛾 轰 化 激素 RACE 和 qRT-PCR 引物 
Table 1 RACE and qRT-PCR Primers of Pxbursa and Pxbursfi 


基因 和 名称 


Gene name 


引物 名 称 
Primer name 
Pxbursa 3'-RACE-F1 
3'-RACE-F2 
5'-RACE-RI 
5'-RACE-R2 

qRT-PCR-F 
qRT-PCR-R 
PxbursB 3'-RACE-F1 
3'-RACE-F2 
5'-RACE-RI 
5'-RACE-R2 
qRT-PCR-F 
qRT-PCR-R 
PxRPL32 qRT-PCR-F 
qRT-PCR-R 


引物 序列 (5' -3") 

Primer sequence 
GAATGTCAGATGACTCCAGT 
GGTTTCGGGAAGTAAAATCTGGC 
TTCTCGCTCTCCAGATTCTTGA CA AC 
GTATGTACTTGGACCTCCTGAGCC 
TTCCTGAGAGAGCGGATAGT 
CCATCATAGCAAACTCCTCC 
GAAGATCTTGCAGCGGCGATGTTAGTG 
GTCAAGTGCAGCCATCAGTAGTT 
TGCCGTCAGGATCATAGCA ATGTG 
CAGGGTCACTATCCGCTCTCTC 
CAAGAATCTGGAGAGCGAG 
GGACGACACATACACTCAAGG 
CAATCAGGCCAATTTACCGC 
CTGGGTTTACGCCAGTTACG 
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UPM 1.0 uL, 5'-RACE-Ready cDNA 1.0 pL, 加 超 
净 水 至 终 体 积 25 hL。 混 匀 后 ， 进 行 Touchdown 
PCR 反应 : 94°C 预 变 性 3 min; 94°C 变性 30 s; 65°C 
退火 25 s, 72°C 延伸 30 s; 循环 20 次 , 每 个 循环 降 
低 0.5C , 直至 温度 降 至 55%C ; 然后 94Y 变性 30 s; 
$$% iB 25 s; 72°C 延伸 30 s; 循环 20 WR, 72C% 
止 延伸 10 ming PCR 产物 于 1% 的 琢 脂 糖 凝 胶 中 ， 
3 V/cm 电泳 45 min 后 , 在 紫外 凝 胶 成 像 系统 中 观 
测 目 的 条 带 。 

以 上 面 的 PCR 产物 为 模板 , 以 设计 好 的 基因 
特异 引物 2 和 试剂 盒 中 提供 的 UPM 引物 组 成 配对 
引物 , EITRI PCR 反应 ; 反应 体系 如 下 : PCR 
Mixture 12. 5 uL, 10 pmol/L 引物 21.0 uL, 10 
jumol/L UPM 1.0 uL, Touchdown PCR 产物 1.0 uL, 
加 超 净 水 至 终 体积 25 uL. Sa, ITRI PCR 
反应 : 94°C 预 变性 3 min; 94° 变性 30 s; 55% 退 
火 25 s; 72 忆 延伸 30 s; 循环 35 次 , 72% 终 止 延 伸 
10 min, 1 uL PCR 产物 于 1% WEAR Wa GER "|, 3 
V/cm 电泳 45 min 后 , 在 紫外 凝 胶 成 像 系统 中 观测 
目的 条 带 。 获 得 清晰 的 预期 目标 条 带 , 进行 胶 回 
收 。 利 用 pMD18-T Vector i378] & ( TaKaRa ) 将 回收 
目的 片段 连接 到 pMD18-T Vector E, 转化 大 肠 杆菌 
DH5a, MA ROU Bye, Ba VET ea RK PCR 鉴 
定 和 测序 。 

1.3 和 氨基酸 序列 比 对 及 进化 树 构 建 

使 用 CLUSTALX 2. 0 程序 比 对 Pxbursa 和 
PxbursB 与 NCBI 中 其 他 昆虫 又 化 激素 的 氨基 酸 序 
列 ; 利用 MEGA 4.0 程序 , 采用 邻接 法 构建 基于 氨 
基 酸 序列 的 系统 进化 树 。 

1.4 Pxbursa 和 PxbursB 表达 特征 分 析 

为 了 研究 小 荣 蛾 不 同 发 育 时 期 的 Pxbursa 和 
Pxburs 的 表达 特征 ,从 小 莱 峨 初 狩 幼虫 开始 直至 
成 虫 羽化 的 第 1 天 , 每 天 都 进行 取样 ; 包括 幼虫 期 
第 1 -9 X, 肾 期 第 1 A 天, 以 及 羽化 后 第 1 天， 
共 14 d, H Trizol 试剂 提取 , AMAT E mm A A 
RNA。 采 用 Invitrogen M-MLV 一 链 合成 试剂 盒 ， 反 
转录 合成 cDNA 模板 。 采 用 TaKaRa SYBR Premix 
EX Taq 试剂 盒 , 在 25 uL 的 体系 中 进行 qRT-PCR 
分 析 。 采 用 两 步 法 进行 qRT-PCR 反应 , 程序 为 
95*C 预 变 性 2 min, 95?C 变性 20 s, 60°C 退火 延伸 35 
s, JE 40 次, 扩 增产 物 的 大 小 分 别 为 115 和 84 个 
碱 基 。 根 据 得 到 的 目的 基因 和 内 参 基因 PxRPL32 
(GenBank 登录 号 : AB180441 ) 的 Ct (A, 计算 出 相 
应 的 Pxburso 和 PxbursB KIRIK EE., qRT-PCR 5| 


物 见 表 1。 同 时 从 小 莱 蛾 基因 组 数据 库 下 载 
Pxbursa 和 PxbursB 的 数值 表达 值 ( RPKM) (He et 
al., 2012; You et al., 2013) , 与 qRT-PCR 的 结果 相 
互 验证 。 
1.5 体外 转录 合成 Pxbursa dsRNA 

以 小 菜 蛾 cDNA 为 模板 , Rd SES Pxbursa 
序列 设计 含有 T7 启动 子 序列 的 RNA 干扰 (RNAi) 
引物 如 下 : 上 游 引 物 5'-TAATACGACTCACTATAGG 
GAGAAGGCTCAGGAGGTCCAAGTA-3' 和 下 游 引 
5'- TAATACGACTCACTATAGGGAGAGTTGTGAAGT 
GGTGATTCC-3', 扩 增 长 为 419 bp 的 目的 片段 。 扩 
增产 物 经 纯化 试剂 盒 (TaKaRa Agarose Gel PCR 
Purification Kit Ver. 2.0) 纯化, 然后 用 MEGAscript 
RNAi Kit ( Ambion Cat 1626) 进行 体外 转录 , 具体 步 
又 参照 说 明 书 。 
1.6 dsRNA 饲 喂 小 菜 蛾 对 其 生长 发 育 的 影响 

ASAE Tal NN SEHR dsRNA 的 方法 参考 点 滴 法 
( Bautista et al., 2009) , 饲 喂 的 对 象 是 4 龄 末期 的 
小 菜 蛾 幼虫 , 先 饥饿 处 理 4 ~6 h, 然后 把 0.5 pL 
dsRNA (484 ng/L) 滴 在 微量 进 样 针 上 面 , 在 显 微 
镜 下 用 进 样 针 引导 小 全 蛾 取 食 (图 1) 。 总 共 人 饲 咀 了 
100 头 小 染 蛾 幼虫 , TAM dsRNA 后 , 每 20 头 分 闭 到 
一 个 培养 下 里 , 3 h 后 放 入 萝卜 苗 叶 片 。 为 了 从 分 
子 水 平 检测 RNAi 的 效果 , Halle dsRNA 后 的 24 h 
开始 , 每 24 h 随机 取 4 头 饲 喂 过 的 小 玉 蛾 幼虫 , 单 
头 提 取 RNA 进行 qRT-PCR 实验 检测 基因 表达 情况 
(FA 1.475). RRNA, 进行 正常 饲养 , 观 
察 其 生长 发 育 情况 。 同 时 饲 喂 1 x TE buffer 作为 对 
照 实 验 , 处 理 幼虫 100 3k, 
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图 1 WA Pxbursa dsRNA 的 小 菜 蛾 4 龄 幼虫 
Fig. 1 A 4th instar larva of Plutella xylostella being 
fed with Pxbursa dsRNA 


1.7 数据 统计 与 分 析 
应 用 SPSS18.0 进行 数据 分 析 , 数据 间 的 差异 
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显著 性 分 析 采 用 One-Way ANOVA 方法 , 多 重 比 较 
采用 Tukey 氏 检 验 。 


2 结果 与 分 析 


上 气 基 酸 其 蛋 日 分 子 量 为 11 674.49 Da, 预测 的 等 


EAH 5.04, TE3'-UTR Z peint dye 
信号 序列 AATAAA, 位 于 终止 密码 子 下 游 5 bp 处 
在 其 下 poly (A) 尾 巴 ( 图 3.: B)。 


M 1 


2.1 Pxbursæ 和 PxbursB 全 长 cDNA 的 克隆 与 序 
列 分 析 

应 用 3’ 和 5’-RACE 获得 了 Pxbursa 的 cDNA J£ 
列 全 长 。Pxbursa 的 3'-RACE 获得 序列 约 长 400 
bp, 5'-RACE 获得 序列 约 长 100 bp, 测序 后 拼接 得 


到 Pxbursa 的 全 长 537 bp( 图 2), 包括 18 bp H 5’- C D 
300 = 300 bp 


400 bp 





100 bp 


UTR 和 102 bp fy 3’-UTR, ORF 3j 357 bp, 编码 119 
氨基酸 其 蛋白 分 子 量 为 16 329. 84 Da, 预测 的 等 
电 点 为 6.56。 序 列 分 析 表 明 , TE 3'-UTR 结构 区 域 
中 含有 一 个 加 尾 信号 序列 AATAAA, 位 于 终止 密码 
子 下 洲 69 bp 处 , 在 其 下 游 15 bp 处 出 现 了 poly 
(A) 尾巴 (图 3: A). 
应 用 3’ 和 5’-RACE 获得 了 PxbursB 的 cDNA FF 
列 全 长 。PxbursB HJ 3'-RACE 获得 序列 约 长 300 bp 
(Al2), 5’-RACE 获得 序列 约 长 300 bp, 测序 后 拼 
接 得 到 PxbursB 的 全 长 360 bp, 包括 36 bp B3 5'- 





图 2 Pxburse 和 PxbursB 的 cDNA 全 长 克隆 
Fig. 2 Cloning of the full-length cDNA sequences of 
Pxbursa and PxbursB 
A: Pxbursa 3'-RACE 77g] 3'-RACE product of Pxbursa; B: Pxbursa 5'- 
RACE 产物 5'-RACE product of Pxbursa; C; PxbursB 3'-RACE 产物 3"- 
RACE product of Pxburs8; D: PxbursB 5'-RACE 产物 S'-RACE product 


UTR 和 21 bp Hj 3'-UTR, ORF 24 303 bp, 编码 101 9f Prburg. 

A. B 

10 20 30 40 50 60 70 80 90 10 20 30 40 50 60 

1 GATTTAACTGTTTGTCAAATGCAAGGGAAAGAAGTTAAGGCTCAGGAGGTCCAAGTACATACTGATCAAGAATGTCAGATGACTCCAGTA 1 GAGAGCTGTGAAACAATACCCACAGAAATACATTTAATGAAAGAGGAGTATGATGATCTC 

1 M Q G KE VK A QE VQ VHTDQECQM TT PY 1 M K E E Y DD L 
100 110 120 130 140 150 160 170 180 10 80 90 100 110 120 

91 ATTCACGTGTTACAACATCCTGGTTGTGTTCCAAAGCCAATACCTTCATTTGCATGTATCGGAAAATGTACAAGCTATGTTCAGGTTTCG 61 GGCAGATTGAGAAGATCTTGCAGCGGCGATGTTAGTGTAAATAAATGCGAAGGCATGTGT 

31 [LHL GRP RECT PEPLiP er AS Te R GT ear Os 2] GRLRRSCSGDVSVNKCEGQMC 
190 200 210 220 230 240 250 260 270 130 140 150 160 170 180 

181 GGAAGTAAAATCTGGCAAATGGAGCGCACTTGCAACTGTTGTCAAGAATCTGGAGAGCGAGAAGCTACCGTGGTCTTATTTTGCCCAAAG 121 AATAGTCAAGTGCAGCCATCAGTAGTTACACCAACTGGATTCCTAAAGGAATGTTTCTGC 

61 G SK I WQ ME R TC N C CQ ES GE R E AT V VL FC PEK A1 NS QVQPS V V TP TG FOLK EC FC 
280 290 300 310 320 330 340 350 360 190 200 210 990 930 240 

271 GCCAAAAGTGAAGATAAGAAGTTTCGAAAGGTTTCAACAAAAGCTCCCCTTGAGTGTATGTGTCGTCCTTGTAGTACTATTGAAGAAAAC 181 TGCAGAGAAAATTTCCTGAGAGAGCGGATAGTGACCCTGTCACATTGCTATGATCCTGAC 

91 A KS ED K K F R K V S T K A PL EC MC RP C ST I E E N 61 C R E NF L R ER I V TL SHCYDP D 


370 380 390 400 410 420 430 440 450 250 260 270 280 290 300 


361 GCCATAATGCCACAGGAATTAGCCGCATATCCCGAGGAATCACCACTTCACAACCATTATAGAAAAACATTCAACTAATAAGCTAAACTA 241  GGCATTCGCCTTGACGAGGAGGAGTTTGCTATGATGGAAGTGCGACTGAGAGAACCTGYG 


121 A I MPREL AA Y PEES PL HN HY REK TF ON & 81 G TRLDEE BEAWM EV RLR EP YX 
460 470 480 490 500 510 520 530 310 320 330 340 350 360 
451 TTTTAAAACCAAACTAACAAAACTATAAAAATAAATATATAGGTACCTACTACTATAATAAATCTCTTGATCAGTGTAAAAAAAAAA 301  GAGTGCAAATGCTACAAATGTGGAGACTATAACCGATAACTTAAAATAAAAAAAAAAAAA 
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图 3 SRR CHAR SEL Pxbursa (A) fll PxbursB (B) 41k cDNA 及 其 推导 的 氨基 酸 序列 
Fig. 3 Full-length cDNA and the predicted amino acid sequences of Pxbursa (A) and PxbursB (B) from Plutella xylostella 


起 始 密码 子 和 终止 密码 子 用 阴影 标识 ; 加 尾 信 号 (AATAAA ) 用 黑色 和 下划线 标 出 。The start and stop codons are in shadow. The polyadenylation 
signal sequence ( AATAAA) is shown by the black underline. 


2.2 INSERERE, CR dS DA] CEPS Fr: I EE E ES 23 T 
通过 与 其 他 昆虫 bursa 基因 进行 同 源 性 分 析 ， 


发 现 Pxbursa 的 氨基 酸 序列 与 其 他 昆虫 bursa 基因 


的 氨基 酸 序 列 一 致 性 为 51% ~ 6896 (图 4: A), 
PxbursB 基因 与 其 他 昆虫 的 序列 一 致 性 为 37% ~ 
57% (图 4: B)。 系 统 进化 树 分 析 表 明 ，Pxbursa 与 
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图 4 昆虫 bursa (A) fll bursB (B) 氨基 酸 序列 比 对 
Fig. 4 Alignment of amino acid sequences of insect bursas (A) and bursBs (B) 
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bursa 和 bursB 来 源 及 GenBank 登录 号 Origin of bursas and bursBs and their GenBank accession numbers; B. impatiens; REI Bombus impatiens (NT_ 
176494.1); C. floridanus: (b FAIA $8 Camponotus floridanus ( EFN71945. 1) ; N. vitripennis: WW HE E&E Nasonia vitripennis (NM_ 
001162380.1) ; D. melanogaster; 5A RHE Drosophila melanogaster ( AJ862523. 1, AJ862524. 1) ; T. castaneum: JRW Tribolium castaneum 
( NM, 001114307. 1, NM, 001114308. 1) ; A. pisum: Wt; Acrythosiphon pisum ( XM, 001851995. 1, XP. 001946298. 1) ; A. aegypti; JR RAR BY 
Aedes aegypti (P85316. 1, XM. 001869774. 1) ; C. pipiens: R i$ FEX Culex pipiens ( P85315. 1) ; A. gambiae: [X] EG MV. Tz ÈX Anopheles gambiae 
( AY735443. 1, NM. 001114308. 1) ; M. sexta; WE RIR Manduca sexta ( DQ094149. 1, DQ291147.1) ; B. mori: ZÆ Bombyx mori ( BN000691. 2, 
BN000690. 1) ; P. xylostella; /]|v3e X Plutella xylostella; M. domestica; ZX Musca domestica ( KF424613. 1) ; C. quinquefasciatus; SY Rs gy. Culex 
quinquefasciatus ( XP. 001863513. 1) ; A. mellifera; 西方 蜜蜂 Apis mellifera ( NM. 001040262. 2) ; S. invicta: 21 K Y Solenopsis invicta ( XP_ 
001863513. 1) ; 下 同 The same blow. 星 号 和 冒号 标注 的 氨基 酸 分 别 代表 其 在 昆虫 间 100% 和 80% 的 一 致 性 。Pxburs HARFA- HA EG dh 
的 靶 化 激素 基因 的 氨基 酸 的 一 致 性 列 在 序列 比 对 的 末端 。The asterisks and colons represent 100% and 80% sequence identity between the analyzed 


species, respectively. The values of sequence identities between Pxburs and other insect bursion genes compared are presented at the end of sequences of 





bursion genes. 


A 58 
60 
100 

B 


95 


100 


92 


100 B. impatiens 
C. floridanus 
N. vitripennis 
T. castaneum 
D. melanogaster 
A. pisum 
100 A. gambiae 
A. aegypti 
C. pipiens 
P. xylostella 
99 B. mori 


M. sexta 


A. pisum 
T. castaneum 
99 M. domestica 
D. melanogaster 
A. gambiae 
88 C. quinquefasciatus 
A. aegypti 
P. xylostella 
98 B. mori 
M. sexta 
99 A. mellifera 


S. invicta 


图 5 AIETSUEBR Y FUB EG HR, bursa (A) 和 bursB (B) 的 进化 树 
Fig. 5 Phylogenetic trees of insect bursas (A) and bursBs (B) based on amino acid sequences 


基于 邻近 法 构建 进化 树 , 大 于 50% 的 Bootstrap f (1000 3&  ) 标记 在 树 的 分 支 节 点 上 。Phylogenetic trees were constructed based on the neighbor- 


joining method, and the bootstrap values (1 000 replicates) higher than 50% are shown on the branch node. 


fifi E] El ata B. mori 和 烟草 天 蛾 Manduca sexta 
MARA BOR, 与 双 翅 目 昆 虫 黑 腹 采 蝇 的 亲缘 关系 
较 远 , 这 与 氨基 酸 序 列 一 致 性 分 析 的 结果 是 相符 的 
(图 5: A); PxbursB FREGE- BEH H EREZA M 
ME EUR ARR AR BOI, AG H ERR AS E 
的 亲缘 关系 较 远 , EE P ESI ARR BH A H 
Eb ri P EEFE Anopheles gambiae 和 膜 翅 目 昆 忠 西 
方 蜜蜂 Apis mellifera 的 一 致 性 最 低 ( 图 $: B). 
2.3 Pxbursa 和 PxbursB 在 不 同 发 育 时 期 的 表达 
FH qRT-PCR 检测 Pxbursa 和 PxbursB 在 其 发 育 


过 程 中 的 表达 水 平 变 化 模式 ， 发 现 小 来 蛾 在 幼虫 期 
和 成 虫 期 的 又 化 激素 基因 表达 水 平 低 , 而 肾 期 表达 
水 平 高 (图 6), 这 与 本 实验 室 已 知 的 小 沫 蛾 转录 组 
中 Pxbursa 和 PxbursB 的 数值 表达 值 (RPKM ) 趋势 
相符 , 并 与 家 看 果 蝇 等 前 人 研究 的 结果 也 比较 吻合 
( Huang et al., 2007; Wang, 2008; He et al., 2012) , 
人 研究 结果 还 表明 ，Pxbursa 的 表达 量 高 于 PxbursB . 
根据 之 前 家 春 B. mori 中 仪 注射 bursa dsRNA 就 能 
够 明显 换 制 其 翅膀 发 育 的 实验 推测 ，Pxbursa 可 能 
在 小 沫 蛾 两 个 上 又 化 基因 中 发 挥 主 导 作 用 ( Huang et 
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al., 2007) , 
2.4 Pxbursa RNAi 对 小 菜 峨 的 影响 

通过 对 Pxbursa dsRNA 原液 (484. 0 ng/uL) 进 
行 10 倍 (48.4 ng/uL) Al 100 倍 (4.8 ng/uL) Ti E 
后 并 饲 喂 小 荣 蛾 4 龄 末 幼 虫 , 未 发 现 与 对 照 有 明显 
差异 , HARER IM. TETUR Pxbursa dsRNA 原 
液 后 ，Pxbursa 表达 受到 了 抑制 ， 其 中 前 2 d 的 
Pxbursa 被 显著 抑制 , 后 2 d 由 于 Pxbursa AA UY 
时 期 表达 量 低 ,抑制 效果 不 明显 (图 7)。 由 于 处 理 





的 是 4 龄 末期 的 小 荣 蛾 幼虫 , 它们 几乎 很 少 取 食 放 
ARS PEIA, MEA he Hoe. TE HDS IR 
师 期 一 般 3 ~5 d, 但 是 随后 的 几 天 未 观察 到 正常 羽 
化 的 小 羔 蛾 ,大 多 出 现 了 表皮 黑 化 不 均匀 , 停止 黑 
化 , 晴 内 翅膀 无 法 扩张 ,明显 停止 发 育 随后 死亡 的 
现象 (图 8) 。 对 照 组 中 只 有 极 个 别 的 小 荣 蛾 出 现 了 
相 类 似 的 现象 , 绝 大 部 分 部 为 正常 羽化 并 且 活 动 
力 强 。 
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图 6 Pxbursa (A, B) 和 PxbursB8(C, DD) 在 小 沫 蛾 不 同 发 育 阶 段 的 表达 
Fig. 6 Relative expression levels of Pxbursa (A, B) and PxbursB (C, D) in different developmental stages of Plutella xylostella 
Ll - 19: 第 1-9 天 幼虫 1-9 day-old larvae after hatching; P1 - P4: 第 1 -4 Xl 1 —4 day-old pupae after pupation; A1: 羽化 后 第 1 天 成 虫 1 
day-old adult after eclosion. E; BB Egg; L: 3 龄 幼虫 3rd instar Larva; P; "f Pupa; A; WIE Adult. 以 小 菜 蛾 RPL32 基因 的 表达 水 平 为 内 参 ; 图 中 
数据 为 3 次 平行 试验 的 平均 值 + SE; 柱 上 不 同 字 母 表 示 差 异 显 车 (Turkey’s test, P «0.05) Expression levels of Pxbursa and PxbursB are referred 


to that of PxRPL32 gene. Each bar represents the mean + SE of three independent experiments. Different letters above bars represent significant difference 





( Turkey’ s test, P «0.05). 


3 讨论 


ERLIE we V4 1 EG He BOB do CR TURIS A) 
和 翅膀 发 育 的 一 种 神经 激素 , 实验 发 现 提 取 家 晶 的 
靶 化 激素 , 注射 到 果 蝇 体内 能 够 导致 果 蝇 体 表 黑 
化 , 证 明 在 双 闻 目 昆虫 间 高 度 保守 的 县 化 激 系 具有 


跨 物 种 活性 (Taghert et al., 1980; Luan et al., 2006; 
Wang et al., 2008; Moussian, 2010; Song, 2011), 
本 研究 发 现 bursa. 和 bursB 2 35: WR JTE WEA E] EG 
忠 小 沫 蛾 、 家 看 和 烟草 天 蛾 间 具 有 和 较 高 的 同 源 性 ， 
说 明 县 化 激素 在 鳞 翅 目 昆 虫 间 也 同样 保守 , 这 进 一 
步 表 明 昆 虫 体内 讼 化 激素 的 生物 活性 对 其 正常 的 生 
长 发 育 具 有 不 可 替代 的 作用 。 
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图 7 Pxbursa RNAi 后 的 基因 表达 
Fig. 7  Pxbursa expression after Pxbursa dsRNA treatment 
肾 期 第 2, 3, 4, 5 天 分 别 取样 ; 内 参 基因 为 小 菜 蛾 RPL32 , 喂食 1x 
TE buffer 为 对 照 实 验 ; 图 中 数据 为 3 次 平行 试验 的 相对 表达 量 平均 
值 +SE; 柱 上 星 号 表示 差异 极 显 著 (Turkey 氏 检 验 , P < 0. 01)。 
Pupae were sampled on day 2, 3, 4, and 5 after pupation. Gene 
expression levels were normalized based on PxRPL32 gene. Treatment of 
1 x TE buffer was used as the control. Each bar represents the mean + SE 
of three independent experiments. The asterisks above bars indicate 


significant difference ( Turkey' s test, P «0.01). 








图 8 Pxbursa RNAi 干 涉 后 死亡 小 菜 蛾 的 形态 
Fig. 8 Morphology of dead individuals of Plutella xylostella 
fed with Pxbursa dsRNA 


A , B; 体 表 无 法 正常 黑 化 Cuticle failed to melanize; C; 师 无 法 展翅 
羽化 而 死亡 Pupa died before wing expansion and eclosion. 


Pxbursa 和 PxbursB 的 表达 模式 显示 它们 在 小 
318908] EE] a AIT Aa Aes, 在 肾 期 表达 量 最 高 ， 
达到 峰值 , 而 在 羽化 后 急剧 下 降 , 这 与 果 蝇 和 家 看 
上 得 到 的 结果 基本 吻合 (Dewey et al., 2004; Huang 
et al., 2007) 。 但 是 小 沫 蛾 Pxbursa 和 PxbursB 的 表 
达 特 征 显 示 , 它们 从 初 肛 幼 忠 到 肾 期 稳定 表达 , 无 
间断 现象 , MREMEN bursa 和 bursp 的 表达 在 
幼虫 和 晴 期 间 出 现 了 一 些 间 断 , 在 一 些 发 育 阶段 没 
有 表达 , 这 有 可 能 是 由 又 化 激素 的 周期 性 合成 和 释 


放 引 起 的 (Dewey et al., 2004; Luo et al., 2005; 
Mendive et al., 2005; Huang et al., 2007)。 以 上 分 
析 表 明 , 昆虫 又 化 激素 的 功能 虽然 比较 保守 , 但 在 
不 同 昆虫 种 类 中 的 表达 模式 具有 不 同 程度 的 差异 ， 
意味 着 靶 化 激素 可 能 在 昆虫 的 发 育 过 程 中 参与 调控 
一 些 未 发 现 的 与 其 相 偶 联 的 功能 ,如 先天 免疫 和 胁 
迫 啊 应 等 (An et al., 2012) 。 

研究 发 现 , ANA Be A BL RNA 实验 ,所 需 
的 dsRNA 浓度 存在 显著 差异 。 如 甜菜 夜 蛾 
Spodoptera exigua 需要 30 ~ 50 倍 于 烟草 天 蛾 的 
dsRNA 剂量 (10 ng/mg) 才 能 达到 显著 抑制 基因 表 
达 的 效果 (Levin et al., 2005; Terenius et al., 2011) 。 
FFA, 同一 种 昆虫 不 同 的 干扰 方法 所 需 的 dsRNA 
量 也 存在 显著 差异 ,如 注射 14 ng/mg 的 小 某 蛾 谷 
氮 酸 受 体 基因 1GluR dsRNA 就 可 达到 显著 抑制 基因 
表达 的 效果 ( 施 秀珍 等 , 2012) , MAAR 0.3 pL 
的 小 沫 蛾 细胞 色素 单 加 氧 酶 基因 CYPOBG1 dsRNA 
(FEAL 250 ng) ， 才 可 达到 抑制 效果 (Bautista et 
al., 2009) , 可 见 注射 的 量 显著 低 于 饲 喂 的 量 。 不 
难 推测 , 即便 是 同一 种 昆虫 的 不 同 基因 ,其 RNAi 
实验 所 适宜 的 dsRNA 浓度 也 存在 差异 。 通 过 预 实 
wW, 我 们 发 现 用 10 倍 (48.4 ng/pL) 和 100 倍 稀释 
(4.8 ng/pL) If] dsRNA TARR seu, SPOT RRS 
蛾 并 无 明显 差异 , 均 能 够 正常 羽化 , 在 采用 合成 的 
高 浓度 原液 (484.0 ng/pL) 开展 RNAi 研究 后 才 产 
生 了 明显 的 效果 。 

本 人 研究 通过 RNA 实验 证 实 了 轰 化 激素 参与 调 
控 小 羔 蛾 生长 发 育 ， 当 其 正常 的 表达 被 抑制 后 会 导 
BUNSEN A BER, EEC, WWE SRR 
ROB HEEL Be ACE. HP) SIR IE 
育 后 随即 死亡 , 无 法 羽化 到 成 虫 , 因此 未 观察 到 起 
膀 残 缺 的 现象 , 又 化 激素 在 小 业 蛾 翅膀 发 育 过 程 中 
的 作用 有 待 进 一 步 研 究 证 实 。 本 研究 结果 再 次 表明 
RNAi 技术 在 昆虫 学 研究 领域 应 用 上 的 广泛 性 , 也 
为 农业 害虫 的 综合 治理 开辟 了 新 的 途径 。 
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